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若い ネ コ よ り単離 した 網膜 O F F型双極細胞の し グル タ ミ ン 酸 に 対する電流応答 を パ ッ チ ク ラ ン プ法 を 用 い て 研究 し
た ･ O F F型 双 極細胞 の 形態学的特徴 を持 つ 細 胞 を選択 し使 用 した . 調 べ た11 96個の 双 極細胞 の う ち1 1 9個 が 膜電位 を
- 46m V に 保持 した場合に グル タ ミ ン 酸 に 対 して 内向きの 電流応答を生じた . グ ル タ ミ ン 酸 に 対す る感受性は細胞 の 各部位の
う ち樹状突起部 で 最も高 か っ た ･ カ イ ニ ン 酸 と α- ア ミ ノ ー3- ハ イ ド ロ オ キ シ 5ー- メ チ ル 4ー イ ソ キ サ ゾ ー ル プ ロ 1ピ オ ン 酸
(a-amin o-3-hydr o xy-5- m ethyl-4-is o x az ole propio n ate)は グル タ ミ ン 酸を投与 した場合に 類似 した作用を示 した . 100pM の 2
ミ ノー 4- ホ ス ホ ノ 酪酸 (2- amin o-4-phospho n obutyr ate) お よ び (1S,3R)- トア ミ ノ ー サ イ ク ロ ペ ン テ ン 1ー,3-ジ カ ル ポ キ シ ル 酸
((1S,3 R)-1- a min0-CyClope nta n e-1,3-dicarbo xylic a cid) は 電流 応答 を 惹起 し な か っ た . 100FLM の L- 7 ス パ ラ ギ ン 酸
(し a spartate) お よび N- メ チ ル ーD-ア ス パ ラ ギ ソ 酸 (N- m ethyl-D-aSPartate, N M D A) は , 湾流液に グ リ シ ン を加 え Mg イ オ ン を
除去 しても , 電流応答を生 じな か っ た ･ 1FLM 以上 の 6-シ ア ノ ー7-ニ ト ロ キ ノ キ サ リ ン 2ー,3-ジ オ ン (6-Cya n D-7-nitroquin o x a王in e-
2,3-dio n e) ほ グ ル タ ミ ン 酸の 作用 に 括抗 した . グル タ ミ ン 酸が 活性化す る≠ ヤ ネル は ア ル カ リ 金属イ オ ン に 対 L低 い 選択性 を
示 し, Na' , K' , Cs十 お よ び Ca2 + に 対 し透過性を 示 した . そ の 透過性 の 比 ほ Pm : PK: P｡s: PcA = 1: 0.94:1.32: 0.57 であ っ
た ･ よ っ て O F F塑 双極細胞の グ ル タ ミ ン 酸受容体は N M D A塑や 代謝型で はな く , 非-N M D A型で あり , ア ル カ リ 金属イ オ
ン に 対 し低 い 選択性 の 透過性を 示す と考 え られ る.
Key w ords L-gluta m ate, Off-ty pe bipolar c ell, n O n-N M D Are c eptor, retin a
視細胞 の 光に 対す る応答は シ ナ プ ス を 介 して 二 次 ニ ュ ー ロ ン
で ある双 極細胞 や水平細胞に 伝達され る . こ の 伝達をもた らす
もの ほ視細胞よ り放出され る神経伝達物質で , こ の 物質が 二 次
ニ ュ
ー ロ ン の 受容体 に 結合 し信号を伝達す る . ま た 1種類の 神
経伝達物質に 対する シ ナ プ ス 後細胞 の 応答が細胞 の 種類に よ っ
て 異な るの ほ , シ ナ プ ス 後細胞 に ある受容体の 神経伝達物質に
対する特性が そ れ ぞれ 異 なる た め で あると 考え られ て い る .
L-グ ル タ ミ ン 酸は視細胞よ り放出 され る神経伝達物質と ･して
広く認識 され て い る1)2). グ ル タ ミ ン 酸は双 極細胞に 2種類 の 応
答を惹起する こ とが 知 ら れ て い る . す な わ ち グ ル タ ミ ン 酸 に
よ っ て ON 型双 極細胞ほ過分極し , O F F型双 極細胞 は脱分極
する3 ト5). 0 N塾 双極細胞に お い て そ の 応答の 機序 は以下の よ う
に 推測 され て い る . グ ル タ ミ ン 酸 は 2-ア ミ ノ ヰ ホ ス ホ ノ 酪酸
(2-amin o-4-phospho n obutyrate, A P B)に 感受性 の あ る代謝型
ル タ ミ ン 酸受容体 に 作用 し, G蛋白質 つ い で ホ ス ホ ジ エ ス テ
ラ ー ゼ の カ ス ケ ー ドが 順次活性化 され , 細胞 内の cG M P濃度
が減少する6卜 ‖). こ れ に よ り cG M P感受性 チ ャ ネ ル が 閉 じ, そ
の 結果 グ ル タ ミ ン 酸は O N型双 極細胞 の 膜抵抗 を増大さ せ る .
一 方 O F F塾双 極細胞に お い て は細胞内の CG M Pほ そ の 応答に
必須で は なく , ア メ リ カ サ ン シ ヨ ウ ウ オ に お い て グル タ ミ ン 酸
はイ オ ン チ ャ ネル 塾受容体 に 作用 し, チ ャ ネ ル を 開 口 させ る .




こ の こ と か ら O F F型双 極細胞ほ O N型双 極細胞 と ほ
全く異な る仕組み で グル タ ミ ン 酸 に 応答する と考 え られ る .
Vi1a ら
5}は単離し た ネ コ の 双 極細胞 で パ ッ チ ク ラ ン プ法を用
い て グ ル タ ミ ン 酸によ る 応答を解析 L た . ネ コ の 双 極細胞の
90%以 上 が O N型 の 杵体双極細胞 で あ っ た の で , 主 に O N型双
極細胞の 解析が行わ れ , O F F型双極細胞 に 閲 し詳細 に は 解析
され な か っ た
5-
, 本研究に お い て は 哺乳煩 の 網膜 に お け る 視細
胞か ら主 に O F F型双 極細胞 へ の 信 号伝達を よ り詳細に 解 明す
る こ と を 目的と し て , 単離 L た O F F型双 極細胞 で の グル タ ミ
ン 酸が もた らす応答を パ ッ チ ク ラ ン プ法を 用 い て 解析 した .
材料お よび方法
I . ネコ 網膜双 極細胞標本の作製
体重1･0 ～ 1･5kg の 若い ネ コ を 用 い た . 以 下の 双 極細胞標本の
作製法は Kan eko ら川 の 方法に 準 じた . 網膜を 色素上皮か ら剥
が しや すく するた め に 動物を約 1時間暗順応し た後に エ ー テ ル
吸 入 に よ っ て 麻酔 し , 頸椎を 脱臼さ せ 直ち に 両眼を 摘出 した .
眼球 周囲の 付着物を100% 02 ガ ス を 通気 し た Leibo vitz の し
1 5培地 (Gibc o Labor at ories Life Te chn ologie s王n c. , Gra nd
Isla nd, N Y, U SA) で洗い 流 L除去 した . 摘出 した 眼球を赤道部
で 半切 し , 眼球後半部を100 %02 ガ ス を 通気 した Leibo vitz の
L-15培地に 浸 した . 中心 領域を 中心 と した 直径 4m m の 網膜を
平成 7年6月28 日受付 , 平成 7年 9月 4 日受理
A breviatio ns :A M P A, a- a min o-3-hydro xy-5- m ethylヰis ox azole propionate ;A P-7, D L-2- a min o-7- phospho n o-
heptanoic a cid; A P B, 2- amino-4-phosphonobutyrate; Asp, し aspartate; B S A, bo vine s er um albu min ;[Ca2 +]0,
extracellula r Ca2 + c on ce ntration ; C NQX, 6-CyanO-7- nitroquin o x aline-2,3-dio n e; E GT A, 5- ethylen eglyc oトbis
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剥離 し, こ の 網膜片を実験 に 供 した . 網膜片を 直ち に1 00% 02
ガ ス を通気 した2 8 ℃の Leibo vitz の I. -1 5培地 に 5 ～ 15単位/
r nl の パ パ イ ン (W orthingto n Bioche mic al Corpリ Fr e ehold,
NJ, U S A) に パ パ イ ン を 活性化 させ るた め に 0.1m g/rnlの L シ
ス テ イ ン (Sigm aC he mic al Co .. St. Lo uis, M O, U S A)を 加 えた
酵素液に 20～ 50分 間浸漬 した . こ の 間酵素液 に は100% 02 ガ ス
を通気 した . 浸漬す る 時間と パ パ イ ン の 濃度 は パ パ イ ン の 活性
に応 じて 調節 した . つ い で 網膜片を 3 ℃の 0.1mg/ml の ウ シ 血
清 ア ル ブ ミ ン (bovin e se r u m albu min , BS A) (片 山化学 , 大
阪) を含む Ha nks 液 [1 35m M NaCI, 5m M K Cl, 2m M CaC12,
lm M MgCl2, 5m M H E P E S, 10m M ブ ドウ糖 , 1ppm フ ェ ノ ー
ル レ ッ ド (関東科学 , 東京), pH は 1 N NaO Hに よ り7.4に 調
整] で 3 回洗浄 し , 酵素液を除 い た . つ ぎに 試験管 に 入 っ た 網
膜片を先端を丸く した 内径約 1.5m m の パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト で
静か に出 し入 れ し , 細胞を 単離 した . 単 離 し た 細胞 の 浮遊液
1恥1 を プ レ パ ラ ー ト ガ ラ ス に塗布 し400倍の 倍率 で 鏡検 し , 単
離の 進み 具合を確認 し , そ の 進 み具合 で パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト で
の 出 し入 れ 回 数を 調節 した . 底面 に カ バ ー ガ ラ ス を は り付け た
ベ トリ デ ィ シ ュ (Falc o n, Ox n a rd, C A, U S A)の 内底面 を コ ン カ
ナ バ リ ソ A (type A, Sigm aC he mic al Co.) で 被覆 し, そ こ に 単
離さ れた 細胞の 浮遊液を散布 した . 先 に 鏡検 した際 に浮遊液中
の 細胞数 の 多寡も推定でき るの で , そ れ に 基づ い て 散布す る浮
遊液の 量を 調節 した . 単離 された細胞を ガ ラ ス 面に 接着 さ せ る
た め , 約 1時間 5 ℃の 低温用培養器 に 静置 した . 双極細胞 ほ そ
の 特徴的な形態(比較的長い 軸索 とそ れ に 連な る細胞体 と樹状
突起) に よ り容易 に 確認 された .
Ⅱ . 記録方法
実験に 供す る ベ ト リデ イ シ ュ を 位 相差倒 立顕微鏡 Diaphoto
T M D(日 本光学 , 東 京) に 設置 し , 重 力 に よ り 持 続的 に
0.1mg/mlの B S A を含む Ha nks 液 で潅流 した . 細胞 を 測定 に
先立ち写真撮影 した . 以下 の 手順 で双 極細胞の 膜電流を測定 し
た . 微小ガ ラ ス 電極を 細胞膜表面に 接触 させ , 1 00m mH20の 陰
圧を 微小ガ ラ ス 電痩内に 与 え , ギ ガ オ ー ム シ ー ル を得 た . 次に
強 い パ ル ス 状 の 陰圧 を微小 ガ ラ ス 電極内に与 え る こ と に よ り微
小 ガ ラ ス 電極先端が接触 して い る面の 細胞膜が破れ , 微小 ガ ラ
ス 電極内と細胞内が交通 し た . す な わ ち ホ ー ル セ ル コ ン フ ィ
ギ ュ レ ー シ ョ ン (whole-C ellc o nfigu ratio n)が 得 られ た . そ の 状
態 で膜電位固定 し, 膜電流 を記録 した
15)
. 微小ガ ラ ス 電 極 の 作
製 に ほ パ イ レ ッ ク ス 管 (外径 10m m , 内径 5.5m m)を ガ ラ ス 管
製作器 P Y-6(成茂, 東京) で引き伸ば し, 外径 1.2m m , 内径
0.8m m の ガラ ス 管 を作製 した . 次に 微小電極製作器 P P-83(成
茂) で , ガ ラ ス 管の 中央部を コ イ ル 状の ヒ ー タ ー の 中 で 軟化 さ
せ , 2 回 に わけて 重力に よ っ て 伸張 させ 微小 ガ ラ ス 電 極 と し
た . 1度 目ほ 外径が 10恥 m とな る よう伸張 させ , 自然 冷却後
に そ の 伸張部分の 中央部に ヒ ー タ ー を 移動させ , 再度加熱 して
引き切 っ た . 2回 目 の 加熱の 際 に ヒ ー タ ー に 流す電流を調節す
る こ と で 電極先端の 直径を調節できた . 本研究で は 微小 ガ ラ ス
電極の 先端が外径 3J`m , 内径 l/上m とな る よう電流値を調節 し
た . 微小 ガ ラ ス 電極内の 標準的な溶液の 組成 は1 20m M CsCl ま
た は K Cl, 0.5m M CaC12, 1m M MgCl2, 5m M 5- エ チ レ ン ダ リ
木
コ ー }L q ビ ス (β-7 ミ ノー エ チ ル エ ー テ ル) N, N. N', N'一四酢酸
【5-ethyle n eglyc oトbis(βTamin o ethylethe r)-N, N, N', N, -tetr a a_
C etic a cid, E G T A], 10m M H E PE S, 2m M Na2A T P(Sigm a
C he mic al Co･), 0･1mM Na3G T P(Sigm a C he mic al Co.), lm M
Na-CG M P(Sigm aC hemic al Co ･)で あり , 1 Nの CsO Hまた ほ
K O Hで そ の pH が7.2に な る よう に 調整 した . カ リ ウ ム電流の
抑制 を要す る実験 で は 塩化 カ リ ウ ム の 代わ~り に 塩化セ シ ウ ム を
剛 ､た . 微小 ガ ラ ス 電極先端を Ha nks 液に 浸 し, 上 記の 微小ガ
ラ ス 電極内液を詰め た 場合に , そ の 電極抵抗 ほ 20 M Qで あ っ
た . 金魚 の 網膜双 極細胞 に お い て , ホ ー ル セ ル コ ン フ ィ ギ ュ
レ ー シ ョ ン 完成後 に 細胞内の イ オ ン 濃度 と微小 ガ ラ ス 電極内の
溶液の イ オ ン 濃度が 平衡状態に 達する の に ほ約 2分間を要する
こ と か ら
16)
, 本研究 で は ホ ー ル セ ル コ ン フ ィ ギ ュ レ ー シ ョ ン 完
成後2分経過 して か ら測定を開始 した .
微小ガ ラ ス 電極ほ 低雑音電流電圧変換器 C E Z-2100(日 本光
電 , 東京) に 接続 さ れ た . 電圧 に 変換 され た 信号ほ ベ ッ セ ル
フ ィ ル タ ー 型 ロ ー パ ス フ ィ ル タ ー F V-625 A(N Fサ ー キ ッ トデ
ザ イ ン ブ ロ ッ ク ! 横浜) を 通 っ た 後 マ イ ク ロ コ ン ピ ュ ー タ
P C-9801 R X(日本電気 , 東京) に 取付けた ア ナ ロ グ ー デ ジ タ ル
変換器 A D X-98(カ ノ ー プ ス , 神戸) で デ ジ タ ル 信号 に 変換さ
れ , ハ ー ドデ ィ ス ク 内に 蓄 え らえ た . フ ィ ル タ ー の カ ッ ト オ フ
周 波数ほ 信号 を デ ジ タ ル 変換す る際の サ ン プ リ ン グ周波数に 適
合する よ う に 調節 した . 保持電圧の 制御 は P C-9801 R Xと それ
に 取付け たデ ジ タ ル ー ア ナ ロ グ変換器 D A X 胡(カ ノ ー プ ス)で
行 な っ た . デ ー タ は ワ ー ク ス テ ー シ ョ ン V A X 3100(Digital
Equipm e nt, M ayn ard, M A, U S A) で 処理 され た . 不 関電極と し
て ほ 1 40m M NaCl, 1% 寒天を含む塩橋 に 接続 した 銀一塩化銀
電極を 用 い た . 微小 ガ ラ ス 電極 と不 関電極の 液間電位ほ既に 測
定 され て お り17-, 本報 で は膜電位 をそ れ に 従 っ て 補 正 して 表示
した . 記録 は室温(19～ 22 ℃)で 行な わ れ た . 測定 は細胞単離後
8時間以内に 終 了 した .
Ⅲ . 湾流並び に薬剤投与方法
し グル タ ミ ソ 酸 ナ ト リ ウ ム (片山化学) ほ 電気泳動法や大径
ピ ペ ッ トよ り の 圧 投与 お よ び急速潅流法を 用 い て投与 され た .
α - ア ミ ノー 3- ハ イ ド ロ オ キ シー 5-メ チ ル 4ー-イ ソ キ サ ゾ ー ル プ ロ ピ
オ ン 酸 (α-amin o-3-hydroxyふ m ethyl-4-is ox az ole pr opio n ate,
A M P A) (Sigm a C he mic al Co.), カ イ ニ ン 酸 (Re se ar ch
B iochemic al In cリ Natick, M A, U S A), N一 メ チ ルTDTア ス パ ラ ギ ン
酸 (N-m ethyl-D-a Spa rtate, N M D A)(Sigm aC he mic al Co.), グ リ
シ ン (和光純 軋 大阪), L-ア ス パ ラ ギ ン 酸 (I; a SPartate, Asp)
(和光純薬), (1S,3R)一トア ミ ノー サ イ ク ロ ペ ン チ ソ 1ー,3一ジ カ ル ポ
キ シ ル 酸 ((1S,3 R)-1-amino- CyClope nta n eTl,3-dic arbo xylic
a cid, 1 S,3 R, - A C P D) (To cris Ne ur a min, Bristol, U K), A P B
(Re se a rch Bio che mic al In c.), 6- シ ア ノ ー7-ニ ト ロ キ ノ キ サ リ
ン ー2,3-ジ オ ン (6-Cya n O-7- nitroquin o x alin e-2,3-dio n e, C N QX)
(Re se arch B ioche mical In c.), DI;2一ア ミ ノ ー7- ホ ス ホ ノ へ ブ タ ン
酸 (D L-2-amin o-7-Pho spho nohepta n oic a cid, A P-7) (Res e arch
Bioche mic al In c.) お よび Clイ オ ン の 置換に 用い た メ タ ネ ン ス
ル ホ ン 酸 (和光純薬)ほ急速濯流法 で 投与 され た .
電気泳動法で は 電気抵抗 が 1 00M Q とな る よ うに 先端 の 直径
(β- a min o ethyl ether)- N,N,N:,N
'
-tetr aaCetic a cid;[K+]0, e XtraCellular K+ c o n c e ntr atio n;[Na+]0, eXtraC e11ular
Na+ c o n c e ntr atio n; N M D A, N- m ethyl- D-aSpartate; P K C, prOtein kin ase C a ntibody; 1S,3 R; - A C P D.
(1S,3R)-1- a min o- CyClope ntane -l,3-dic arbo xylic acid; V h, holding pote ntial
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を 0.1FLm 以下 に した ガ ラ ス ピ ペ ッ ト内に 1 M の L-グル タ ミ ン
酸ナ トリ ウ ム 溶液を 詰め , ピ ペ ッ ト の 先端を 細胞の 表面 に な る
べく近づ け短時間の (50～ 200m s e c)の 微小電流(1～ - 35nA) を
流 し, グル タ ミ ン 酸 を局所的に 投与 した . ピ ペ ッ ト か ら の グル
タ ミ ン 酸 の 漏出を最小限 とする た め ブ レ ー キ電流(3～ 5nA ) を
常時流 した . 圧投与で は グル タ ミ ン 酸ナ トリ ウ ム 溶液を満た し
た 先端 の 内径 10～ 2恥 m の ピ ペ ッ ト を細 胞 よ り 20～ 3恥 m 離
し, ピ ペ ッ ト の もう 一 端を 鉱物質渦を 入れ た シ リ コ ン チ ュ ー ブ
と それ に つ なが る三角 コ ル ベ ン に 接続 し, 三 角 コ ル ベ ン 内の 圧
力を 0.4kg/c m2 に 調整 した 窒素 ガ ス と電磁バ ル ブ に よ っ て 制御
Fig･1･ A sche m atic illu stratio n ofthe pre ss u r e ej ctio n syste m･ T he pipette, thein n erdia m eter of which w as ap pro xim ately lO
Pm , W a Sfilled with Ha nks
'
s olutio n c o ntaining s odiu m gluta m ate･ T he pipetetip w aspo sitio n edto e a ch bipolar c e11a w ayfr o m
20～ 30FLm ･ T he opposite end of the pipette w a s c o n n e cted via a min er aloil-filled tubing to a r e s er v oir f min e ral oil. T he
re s erv oir of min er aloilw aspositio n ed belo w thelevel of the re c ording charnberle st しgluta m ate sho uld leak fro mthe pipette
into the vicinity ofthe bipolar cell･ Pr es s ur e of O･4 kg/c m2 w as aqplied to the oilr es er v oir, for c o ntr olled a m o unts oftim e, tO
eject L-gluta m ate.
Fig･ 2･ A s che m aticillu str atio n ofthe micr oflo w syste m ･ T he r e ser v oir f s olutio n w aspo sitio n ed abo ut 20～ 30cm above the
le v el of the r e c ording cha mber･ T his figu reillu srat tes s olutio n switching fr o m s olutio n I to solution Ⅱ. To s witch fr o m
SOlutio n I to solution Ⅱ, the tip oftubing w as m a n u auy m o v ed fr o m re s erv oi I to r eser v oir Ⅱ ･ During the tr a n slo c atio n of
tubing･ a S m allair bubble w as s u cked into the tube･ T husthe flo w of a n e w s olution w asidentified visibly. W he nthe air
bubble r e a ched the peak ofthe U-tube･ the electric v alv e w asbriefly a ctiv ated･ In this w ay theleading bub ble w aspulled o ut
to the o utlet.
532
した . ピ ペ ッ ト よ りの 薬剤の 漏出を防 ぐた め ピ ペ ッ ト に は常 に
陰圧(1 0m mH20)を 与 えた (図 1). 急速濯流法(図 2 ) で は, 複
数種類 の 濯流液が記録 チ ェ ン バ ー よ り約 20～ 30c m 高い 位 置に
置かれ , 擢流液ほ U字型 の チ ュ ー ブ の 一 端 に 接 続 さ れ , 記録
チ ェ ン バ ー 内に 流入 した . ロ字 型の チ ュ ー ブ は 外径 2.Om m , 内
径 1.2汀I m の ポ リ エ チ レ ン チ ュ ー ブで できて お り , U字 の 頂点
に 内径 1 20〃m , 長 さ 5 ～ 7m m の ポ リ エ チ レ ン チ ュ ー ブ が接続
され て お り , 記録 チ ェ ン バ ー 内 へ の 流入 絡と して 機能 した . 記
録に 先立ち チ ュ ー ブの 先端は 細胞 よ り約 1m m 離れ た位置に 置
か れ , チ ュ ー ブ先端の 方向は 濯流液が細胞に 直接当た る よ う に
向け られた . U字型チ ュ ー ブ の もう 一 端を 電磁バ ル ブ を 介 して
吸 引ポ ン プ に 接続 した . 潅流液 を溶液 Ⅰか ら溶液Ⅱ に 変 え る た
め に ほ U字型 チ ュ ー ブ の 他端を容器 Ⅰか ら容器[ に 移 し, 移す
間に チ ュ ー ブ 内の 小気泡が溶液‡ と溶液 Ⅱの 間に 入 る の で , そ
の 気抱が ロ字塑 チ ュ ー ブ の 先端 に 連 L た とき電磁 バ ル ブ を 約
20m s e c開く こ と に よ り 気泡 が除 か れ , 速や か に 記録 チ ェ ン
バ ー 内に 流入 す る液が 溶液 Ⅰか ら溶液 Ⅲに 入 れ 替わ っ た .
電気泳動法 で ほ最も急速に グル タ ミ ン 酸を細胞 に 投与 でき,
か つ 局所的 に 投与 で き る の で , これ を脱感作や局所的な感度の
分布お よ び逆転電位 の 解析に 用 い た . 圧 投与ほ電気泳動法 に み
られ る よ うな電気的 ア ー チ フ ァ ク トを伴わ ずに 薬剤 を比較的急
速に 広く細胞 に 投与 で き るの で , これ を逆転電位の 測定濫 用 い
た
. 急速港流法は記録 チ ェ ン バ ー 内の 広 い 範囲で 一 定 の 濃 度の
薬剤が投与でき再現性が高く l 多種 の 薬剤が投与できる の で ,
こ れ を濃度 一 応答曲線や グル タ ミ ン 酸受容体の サ ブ タ イ プ の 決
定に 用い た ,
潅流方法ほ前 に 述 べ た よう に ロ字型 チ ュ ー ブ を 用い て 行なわ
れ , 液 の 温度変化を少 なく し , 記録 チ ェ ン バ ー 内の 湾流液 の 置
換を速や か に す るた め に 前記の ベ ト リ デ イ シ ュ に ス テ ン レ ス 鋼
の リ ン グ を い れ デ イ シ ュ 内の 容積 を減少 させ , 記録 時に は記録
チ ェ ン バ ー 内の 潅流液 の 体積を 0.1 5mlと した . 種流 液 ほ ペ リ
ス タ テ ィ ッ ク ポ ン プ に よ り 持続的 に 排除 され た . 湾 流速度 は
0.6ml/皿in で記録 チ ェ ン バ ー 内の 液 の 交換に ほ 約1 分間を要 し
た . 濯流液 の 温度 は室温 と同 じに し, 記録チ ェ ン バ ー 内の 濯 流
液の 温度も室温 と 同 じで あ っ た .
Fig. 3, Solitary bipolar c ells dis so ciated fr o mthe cat retin a.
(A) Rod bipolar c e11. (B) Co n ebipolar c el. Note the
differ e n c e of s o m a size a nd a x o nle ngth. Sc ale bar, 10
〃nl･
こ の よ うな 条件下で測定開始後約10～ 30分間 で ほ 細胞の 極端
な形態 の 変化を認め な か っ た ･ しか し高濃度 の 薬剤を投与した
場合な どに ほ 時間 の 経過 と共に 電流は次第 に 減弱 した . 記録に
剛 ､た 双極細胞数ほ1196個 で あ っ た . 本報 に 示 した デ ー タ ほ 3
個以 上 の 細胞 よ り得 られ た もの で ある .
Ⅳ ■ チ ャ ネル に対す る各イ オ ンの 相対的透過性の算出法
グ ル タ ミ ン 酸が 活性化す るチ ャ ネ ル に 対す る各イ オ ン の 相対
的透過性を求め るた め に , 細胞内外の 各 々 の イ オ ン 環境をほぼ
1 種頬 と し て 逆転電位を求め た18). 各イ オ ン の 相対的透過性ほ












よ り算出 しt18). Er e vは逆転電位を表 し , Ⅹ , Y はイオ ン の種
類 , Px, PY ほそ れ ぞれ の イ オ ン の 透過性 , T ほ絶対温度 , R ほ
気体常数, F はフ ァ ラ デ ー 定数を 表す.
成 績
1 . 双極細胞の形態学的分類
広範囲 の 網膜 を酵素処 理 し , 任意 の 双 極細胞 の 膜電位 を
-46m V に 固定 した場合に ほ 1 1 0恥M の 圧投与 され た グル タ ミ
ン 酸ナ ト リ ウ ム 溶液 に 対 し内向きの 電流応答を示 した 双 極細胞
が測定 した 双 極細胞 の うち 3% 存在した . こ の 内向きの 電流応
答を 示 した 双 極細胞 は内向き電流応答を 示 さ な か っ た 双 極細胞
と比 べ 大き な細胞体 と短 い 軸索 を持 っ て い た■( 図3 A , B).
よ っ て 大き な細胞体 と短 い 軸索 を持 つ 双 極細胞 を選択 した結
果 , 記録可 能 で あ っ た 双 極細胞 の う ち54%が 1 0恥M の グル タ
ミ ン 酸ナ ト リ ウ ム に 対 して 内向き電流応答を示 した .
調 べ た1196個 の 双 極細胞 の う ち , 膜電位を -46m V に 固定し
た 場合に は , 潜流投与 され た 100〃M の グル タ ミ ン 酸 ナ ト リ ウ
ム に 対 し119個 の 細胞 が内向き電流応答を 示 し, O F F塾双極細
胞 で ある と判定 し , こ れ ら の 細胞を 測定に 用 い た .
Ⅱ . OFF 型双 極細胞の グ ル タ ミ ン 酸 に対す る応答 : 濃度 一
応答 曲線
O F F型双 極細胞 の 膜電位 を -46m V に 固定 し た 状態 で
1 ～ 200/爪i の グル タ ミ ン 酸ナ ト リ ウ ム 溶液 を擢流投与 した . 囲
4 Aに 示す よ う に , グ ル タ ミ ン 酸が もた らす内向き電流は グル
タ ミ ン 酸ナ ト リ ウ ム の 濃度 に 依存 して 増大 し , 最小有効濃度は
2～ 3/爪i で あ っ た . 図 4 日 は1 00/JM の グ ル タ ミ ン 酸ナ ト リ ウ
ム に よ っ て 惹起 され る電流 の 大き さを 1 と して各濃度の グル タ
ミ ン 酸ナ ト リ ウ ム に 対す る電流 の 相対的な大きさ を示 す . 図4
B の よう に 電流応答 は グ ル タ ミ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 濃度 の 増加 に
伴 っ て S字 曲線状 に 増大 し, 1 0恥M の グ ル タ ミ ン 酸 ナ ト リ ウ
ム で 飽和 した . K d値 ほ約 12pM で ▲ H ill係数は1.8 であ っ た ･
囲4 Aに 示 す よ う に 低 濃度 の ダ ル ク ミ ソ 酸 ナ ト リ ウ ム
(≦5J∠M) で は 1 少 なく とも 2秒間は そ の 応答に 減弱 はみ られ な
か っ た . しか し高 濃度 の グ ル タ ミ ン 酸ナ ト リ ウ ム(≧100〟M)で
ほ グ ル タ ミ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 投与中に もか か わ らず応答の 振幅が
低下 し , 後 で の べ る よ う に こ の 現象は 電気泳動法で グ ル タ ミ ン
酸を 投与 した場合 に , よ り 明瞭 に 認め られ た (図7 A). これは
細胞内外の イ オ ン 濃度 の 駆動力 に よ るもの で ほ なく脱感作に よ
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Gluta m ate c o n c entratio n(LAM)
Fig･4･ Gluta m ate-indu c ed c ure ntin is olated off-tyPe bipolar c ells･ (A)Cu rr e nts indu c ed in a nis olated off-tyPe bipolar c eu by
V ariou s c o n c e ntr atio n s of gluta m ate(5～ 100pM)ap plied by bath ap plic atio n･ =olding pote ntiaI(V h), - 46m V ･ T he timing of
gluta m ate ap plic atio n w a sindic ated by horizo ntal bars･ (B) Do s e-r e SPOn Se r elatio n ship of glutam ate-induc ed c urr e nt. T he
a v erage(○)a nd sta nda rd deviatio n(short v ertic al bars)ofthe initialpe ak a mplitude ratio m e as u red at -46 m V w er e obtain ed
fro m agr o up of c ells, a n u mber of which ar eindic ated
■
in par e nthes e s･ Data points w er efitted byle ast squ ar e m ethod to a
Hi11
'






Fig･5･ Spatial distributio n of se n sitivity of a nis olated off-ty pe bipolar c ellto gluta m ate ap plied io n opho retic ally(- 35nA, 50
m s ec;br ake c u rre nt, 5 nA)at v a rio u s regio n s ofthe c ell. A pipette filled with lM L-gluta m ate w a spositio n ed within afew
micr om eter s ofthe c ellm e mbr an e u nde r vis u al c o ntrol･ Holding pote ntial, - 46m V r Pipette tip positio n s w er ei占dic ated by
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Fig･6･ Effe cts of gluta m ate an alogu es and a ntago nists o nis olated off-type bipolar c ells･ (A)Re spo n s esto 20pM kain ate, 100
PM α-amin o-3-hydr o xyT5- m ethyト4-is o x a zole propio n ate (A M P A)･ 100pM gluta m ate･ 1 0 pM N- m ethylqD- aSPa rtate (N M D A), 100
PM 2-a min o-4-Pho spho n obutyr ate(A P B), 100iLM L- a Spartate(Asp) and l OOpM (1S･3 R)-1-amin o- CyClope nta n e-1, 3-dic arbo xylic
a cid(1 S･3 R,- A C P D)･ Each che mic al w a s ap plied by bath ap plic atio n･ Horiz o ntal ba rsindic ate ti ming of che mic al ap plic atio n.
W he n N M D Aor L- aSpartate W aS ap plied, the e xtra c ellular s olutio n c optain ed 5pM glycin e a nd n o m agn e siu m io n･ =olding
pote ntial,-- 46m V ･ (B)Effects of lpM 6-Cyan O-7-nitr oquin o x alin e-2∫3-dio n e(C NQX)o n the dos e- r eSpO n S e r elatio n ship ofthe
glutam ate-indu c ed c u rre nt･ Gluta m ate w as ap plied io n ophor etic ally･ Pe ak am plitude of gluta m ate-indu c ed c urr e nt w asplotted
O n a S emi logarithmic c o o rdin ate･ T he dose of gluta m ate is the pr odu ct of inte nsity(0～ - 35nA) a nd du ratio n(200m s ec)of
io n ophor etic c urr e nt in the c o ntr ol e xtra c ellular s olutio n(○), in the pre s e n c eof l pM C NQX ( ◇)a nd in th｡ C｡ nt, ｡1
e xtr a c ellular s olutio nfor w ash ing o ut(□)･ Brake c u rr e nt･ 5 nA ■ Holding pote ntial, - 46rnV･ Data points w er efitted byle ast
ー7 6
≠(mV)
Fig･7･ Effe cts of holding pote ntial(V h)o n gluta m ate-induc ed c u rr e nt. (A)Gluta mate-indu c ed c ｡rr e nt at diffe re ntle v els ｡fthe
V h･ An is olated off-ty pe bipola r cellw a s supe rfu s ed with Ha nks
,
m ediu m･ Re c ording pipette w a sfilled with the solution
C O ntaining 120mM CsClm ainly･ Holding pote ntials ar ein dic atedto the left of e a ch tr a c e which hasbe e n shifted v ertic a11yby







f,:慧f;㌔註f慧豊 Or eSis･ (B) T he r elatio n ship betw e e n
the
OF F型双極細胞の ダル ク ミ ソ 酸応答
の逆転電位は同 じであ っ た か ら であ る .
Ⅲ . グル タ ミ ン醸に 対する感受性 の 分布
O FF 型双 極細胞の 各部位 の グ ル タ ミ ソ 酸 に 対す る 感受性 を
調べ るた めケこ, 電気泳動法に よ っ て細胞の 各部位 に グ ル タ ミ ン
酸を投与 し , そ の 応答を 調 べ た (n = 13). 図 5に 示 す よ うむこ ダ
ル ク ミ ソ 酸を樹状突起部に 投与 した 場合に , 最も大きく急速な
応答が得 られ た . 細胞体付近 に グ ル タ ミ ソ 酸を投与 した 場合に
は, 小さく遅い 応答が得 られ た . こ の こ とは 細胞体付近に 投与
され た グル タ ミ ソ 酸が 拡散 して , O F F型双 極細胞 の よ り感受
性の 高い 部位(樹状突起部)で応答 を惹起 した こ と を示 唆する .
軸索や 軸索終末に グ ル タ ミ ン 酸を投与 した 場合に は応答ほ得 ら
れ なか っ た . 以上 よ り O F F型双極細胞 に お い て グ ル タ ミ ソ 酸
に対する感受性が最も高い 部位ほ樹状突起部である と考え られ
る. 同様な 結果は13個 の O F F型双 極細胞 で 得 られ た .
Ⅳ . グル タ ミン酸受容体の サ ブタイプ
O FF 塾双極細胞の グル タ ミ ソ 酸受容体の サ ブ タ イ プを 決定
するた め に , 以下の グ ル タ ミ ン 酸類似物質 と括抗薬を潅流投与
した(n = 1 3, 図6). カ イ ニ ソ 酸(20JLM)と A M P A(100FLM)は
- 46m V に 膜電位を固定 した O F F塾双 極細胞に 内向き電流応
答を惹起 した . 100J上M の A P B, Asp, N M D A お よ び 1 S, 3 R,
- A C P Dで は い ずれ も応答 は生 じな か っ た (図6 A). Asp と
N M D Aを投与する際に はそ れ らの 溶液 に N M D A に対す る応
答を増強す る グリ シ ソ (5pM) を加 え , N M D A に対す る応答を
抑制する Mg イ オ ン を除去 した ,
C NQX は非-N M DA 型 グ ル タ ミ ン 酸受容体 の 競合的括抗薬で
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あり , 5pM の C NQ X を濯流投与 しなが ら グル タ ミ ン 酸を 電気
泳動的 に 投与 した場合に ほ , グ ル タ ミ ン 酸に 対する応答は ほ ぼ
抑制 され た . 1pM の C NQX を濯流投与 した 場合に ほ 投与 しな
か っ た場合に 比べ グル タ ミ ン 酸に 対する 応答の 振幅ほ約50%に
抑制 され , グル タ ミ ソ 酸の 濃度 一 応答曲線 ほ 1pM の C NQX の
投与 に よ っ て , よ り高濃度の 方に 移行 した (図6 B). 1〟M の
C NQX の 投与に もか か わ らず発生 した グ ル タ ミ ソ 酸 に 対す る
応答 ほ N M D A型グ ル タ ミ ン 酸受容体を介 したもの とは 考え に
く い . な ぜ ならば こ の 際の 准流液に は 1m M の Mg イ オ ン が含
まれ , 細胞 の 膜電位は - 46m V に 固定 されて い た か らである .
さ らに O F F型双極細胞 に N M D A塾 グル タ ミ ン 酸受容体が な
い こ と を確認する ため に , 競合的 N M D A型 グル タ ミ ソ 酸受容
体括抗薬 A P-7(5恥M) を潅流投与 しなが らグ ル タ ミ ソ 酸 を 電
気泳動的に 投与 した . 湾流液 に は グリ シ ン(5〟M) を 加 え , Mg
イ オ ン を除去 した . AP-7ほ OFF 型双極細胞の グ ル タ ミ ソ 酸 に
対する応答 を抑制 しなか っ た . 以上 の 紆果か ら OF F型双 極細
胞の グ ル タ ミ ン 酸受容体は非 - N M D A塑で あ り, N M D A型ダ
ル ク ミ ソ 酸受容体や代謝型グ ル タ ミ ン 酸受容体ほ存在 しな い と
考え られ る .
Ⅴ . グ ル タ ミ ン 醸に よる膜電流変化の イ オ ンメ カ ニ ズ ム
以下で は グ ル タ ミ ソ 酸に よ る膜電流の 変化を グル タ ミ ン 酸応
答と略記す る . O F F型双極細胞 の グ ル タ ミ ソ 酸応答 がどの よ
うな イ オ ン に よ り惹起 され るか を 調べ るた め に , 様 々 なイ オ ン
環境下で 膜電位と膜電流の 関係を調べ た . まず Hanks 液 を 港
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化 さ せ , グ ル タ ミ ン 酸 を電気泳動的に 投与 した場合 に , その 電
流応答は内向きか ら次第 に 減少 し , Om V 付近 で反転 し, 正 の
保持電位で ほ外向き電流応答 を 示 した (図7 A). 逆転電位は
- 1･9 ±2 月m V(n = 1 7)で あ っ た ▲ 図 7 】∋に 示 す ように 電圧 一 応
答曲線は はぼ 直線状で , 純 一 60m V 以下 の 深 い 膜電位に 保持し
た 場合に 傾きが減少 した ･ 潅流液か ら Mg イ オ ン を 除去した場
合 でも同様 の 電圧 一 応答 曲線 が得 られ た . こ の 所 見か ら も
O F F型双 極細胞 の グ ル タ ミ ン 酸受容体ほ非 N M D A塾 で ある
と考え られ る .
1 , Na イ オ ン
Na十 の グ ル タ ミ ン 酸応答に 対する関与 を調 べ るた め に 細胞外
Na' 濃度(e xtr a c ellularNa 十 c o n c e ntr atio n,[Na+]0)を変化させ
て ダ ル ク ミ ソ 酸 応答 の 振 幅 と逆転電位 を 測定 し た . ま ず
Ha nks 液 (【Na十】0 =1 35m M)で グ ル タ ミ ン 酸応答 と逆転電位を
測定 し, 次 に コ リ ン で 置換する こ と に よ っ て [Na
十
]0 を 段 階的
に 減少 さ せ 同様 の 測定 を 行 な っ た . 囲 8 A に 示 す よ う に
【Na+】0 を減少 させ る は ど グル タ ミ ン 酸応答 の 振幅は減少し, 逆
転 電位 は過 分極 の 方 向 に 変 化 し た (1 35m M 【Na+】0 で は
- 1･9 ±2･8m V, n = 1 7; 45m M [Na+】0 で は - 1 8.3 ±5.5m V,
n = 3; 15m M [Na
十
]0 で は -24.3 ±4.1m V, n = 3; 2m M
【Na+】0 で ほ -26.5 土4.7m V, n = 5). これ ら の 結果か ら, Na+ ほ
グ ル タ ミ ソ 酸応答の 大部分 に関与 して い る こ と が判 明 した . 図
8 B に示 すよ う に , 【Na十】0 が 高い 場 合(≧45m M)に は グル タ ミ
ン 酸応答の 逆転電位 と[Na十】0 の 自然対数値の 関係 ほ Na十 の み
が グル タ ミ ン 酸応答 に関与す る と仮定 して 求め た Nern st の式
(57m V/de cade) に ほ ぼ 一 致 し, [Na+]0 が低 い 場合に ほ それ よ
りも偏移 した . こ の 結果か ら【Na
+
]0 が高 い 場合に は Na+ は グ
ル タ ミ ン 酸応答 の 主 成分で あり , [Na
+
]0 が 低 い 場合 に は Na十
以外の イ オ ン が グ ル タ ミ ン 酸応答に関与す る と考 え られ る . 図
8 B で 示す よう に 細胞外 の Na+ を シ ョ 糖 で置換 した 場合に は,
コ リ ソ で 置換 した 場合 に 比 べ て よ り大きな逆転電位の 偏移が得
ら れ た (45m M [Na
+
]o で ほ - 1 7.2 土5.3m V, n = 4; 15m M
[Na
+





n = 3). こ の 知見よ り, コ リ ン も グル タ ミ ン 酸
が 活性化す る チ ャ ネ ル を あ る程度通過す る こ とが 判明 した .
Fig･ 9･ Effe cts of e xtr ac ellularCa2
十
o nthe gluta m ate-induc-
ed c urr e nt･ (A) Cu rr e nt-VOltage r elatio n ship of the
gluta m ateTinduc ed c u rr e nt at e xtra c ellularCa2十 c o nc e ntra-
tio n s([Ca
2+
】0) of 2(△, ◎) a nd lO m M (○) in the
pre se n c eof high[Na十]0 (90 m M). T he re spo n se s w ere
first r e c orded at 2 m M (△), the n at lO m M (○) a nd
fin ally again at 2 m M[Ca
2 十
】0(○). Ca2+ w asrepla c ed with
Cholin e･ L-gluta m ate w as ap plied by io n ophor e si (- 35
nA, 50 m s e c; br ake c urrent 5 nA). T he effect of
e xtra･C euularCa
2十
w as r e v er sible(○). (B)Cu rre nt-V Oltage
relation ship of the gluta m ate-indu ced c urrent obtain ed at2
m M (○), 15m M (○)a nd 50m M (△) e xtr a c ellularCa
2 十
C O n C e ntr atio ns (【Ca2
+
]0)in the pr es e n c e of lw [Na
十
】0 (2
m M)･ Ca2' w a s repla c ed with Tris十 . しgluta m ate w as
ap plied by io n ophor e si (- 35nA, 50m s ec;br ake c urr e nt
5nA)･ (C) T he r elatio n ship betw ee nthe r eversalpote ntial
a nd [Ca
2 +
]0. T he a v er age (○)a nd sta ndard de viation s
(short v ertic al bars) w e r eplotted. Ca2+ w a s r epla c ed with
Tris+ . The n u mber of e x amin ed c e11s オr e show n in
par e nthes e s.
O F F型双 極細胞 の グ ル タ ミ ン 酸応答
2. Ca イ オ ン
[Na
+
]0 が高 い 状態(90m M)で は , コ リ ン 置換に よ っ て細胞外
Ca2+ 濃度 (e xtr a c ellularCa2 + c o n c e ntr ation,[Ca2+]0) を 2m M
か ら 10m M に 増加 させ る こ とに よ っ て , グ ル タ ミ ン 酸応答の
振幅は 58･6 土8･1 %(保持電位=
- 76m V, n = 3) に 減少 した が ,
逆転電位は変化 しなか っ た (図9 A). こ の こ と よ り 【Na
十]0 が
高い 状態(90m M) で は , Ca
2 十
は Na
+ の グ ル タ ミ ソ 酸 が活性化
する チ ャ ネ ル の 通過を 妨げる と考 え られ る .
Tris+ 置換 に よ っ て 【Na+]0 を 2m M と した場合 に ほ l
【Ca
2 +】0 を増加 させ るの に 伴 っ て グ ル タ ミ ン 酸 応答 の 逆転電位
は よ り脱分極 の 方向 に 偏移 し た (2m M 【Ca
2 +
]0 で ほ - 25.7
±2.8m V, n = 9; 10r nM [Ca
2+
]0 で は - 18.0 ±3.Om V, n = 8;
50m M [Ca2 +]0 では - 2.3 ±1.7m V, n = 4, 図9 B. C). こ れ ら
の結果よ り細胞外の Ca2 + が 二 面的な作用 を持 つ こ と を 示 す .
すなわ ち [Na+]0 が 高い 場合 にほ 細胞外の Ca2十 ほ Na+ が グル
タ ミ ン 酸に よ っ て 活性化 され る チ ャ ネ ル を 通過する の を 妨げ,
[Na
+
】0 が 低い 場 合に は Ca
2 十も グ ル タ ミ ン 酸に よ っ て 活性化さ
れる チ ャ ネ ル を 通過する こ と を意味す る .
3 . E イ オン
グル タ ミ ン 酸が 活性化する チ ャ ネ ル に 対する K+ の 透過性を
調べ た . こ れら の 実験 で は細胞外の Na+ を Tris+ に よ っ て 置換
した , 【Na
+
]0 が 90m M の 場合 に 細胞外 K
十
濃度 (e xtr a c e11u -
1arK+ c o n c e ntr atio n,[K+]0)を 5m M か ら 25m M に変化 させ
たが , そ の 前後で 有意な グ ル タ ミ ン 酸応答の 変化は認め られ な
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か っ た . [Na
'
]0 が 低い 場合(2m M) に ほ , [K+]0 を 5m M から
25m M に 変化さ せ ると , グル タ ミ ソ 酸応答 の 振幅ほ増大 し(図
1 0), 逆転 電位 は - 29.0 ±4.2m V(n =5) か ら - 1 4.0 土3.5m V
(n = 3) に 変化 した . こ れら の 結果よ り , K+ も また グル タ ミ ソ
酸 が活性化す る チ ャ テル を通過する こ とが 示され た , また電極
内液の 主な 陽イ オ ン を K十 か ら Cs+ に 変え て も, グ ル タ ミ ソ 酸
応答の 逆転電位に有意な変化を認めなか っ た .
4 . Cl イ オン
Cl~ ほ細胞外液の 主な陰イ オ ン で ある . グ ル タ ミ ン 酸が 括性
化す るチ ャ ネ ル に 対する Cl【の 透過性を調べ るた め に , 細胞外
液 の Cl
~
を メ タ ネ ソ ス ル ホ ン 酸 で 置換 し, 細胞 外 Cl
~
濃度を
2m M と して グル タ ミ ソ 酸応答を調べ た . 置換前後で ダ ル ク ミ
ソ 酸応答の 振幅 と逆転電位 に 変化は認められ なか っ た . こ の 結
果ほ グル タ ミ ン 酸が 活性化す るチ ャ ネ ル に 対す る透過性を Cl~
が持た な い こ とを 意味する .
5 . 各イ オ ン 間の 透過性 の 比較
こ れ らの 結果 よ りグ ル タ ミ ソ 酸 に よ っ て 活性化 される チ ャ ネ
ル は 各 々 の ア ル カ リ 金属イ オ ン と Ca2 十 を 通す こ とが 判明 した .
こ め チ ャ ネ ル に 対する 上記 の 各イ オ ン の 相対的透過性を求め る
た め に ∴細胞外の イ オ ン 環境 を Na∴ K∴ Cs十 お よ び Ca2+ の う
ち 1種類 と し , 細 胞 内 の イ オ ン 環境 を 120m M Cs+, 5m M
Na+ と し , そ の 場合の グル タ ミ ン 酸応答 の 逆転電位を測定 し
た . 細胞外液の 浸透圧を 一 致させ るた め に , 1価の 陽イ オ ン 濃
度を 120rnM, Ca2
+
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下で の グル タ ミ ソ 酸応答の 逆転電位は細胞外の 陽 イ オ ン が K十
の 場 合 に は - 8.4 ±1.5rnV (n = 5), Na
+
の 場合 に ほ - 7.0 ±
1･4m V(n = 4), Ca2+ の 場合 にほ 1.7±0.6m V(n = 3), Cs
+
の 場合
に は 0･3 士2.5m V(n = 3) で あ っ た . こ れ らの 結果 よ り グ ル タ ミ
ン 酸 が活性化す る チ ャ ネ ル の 上 記の 4種の 陽イ オ ン に 対す る選
択性 は低 い こ とが 判明 した . 得 られ た Na+ に 対す る 各陽イ オ
ン の 透過性 の 比 ほ PNA: PK: Pc$: Pc& = 1: 0.94: 1.32: 0.57で
あ っ た .
考 察
ネ コ 網膜の 双 極細胞に ほ 2種類ある . 一 つ ほ錐体双 極細胞 で
あ り, こ れに は O N型双 極細胞と O F F型双 極細胞があ り , も
う 一 つ ほ杵体双 極細胞 で あ り, これ ほ O N型双極細胞 の み で構
成 され て い る . そ の 受容野の 中心 に 光を 照射する こ と で O N型
双極細胞は脱分極 し , O F F型双 極細胞は過分極す る1
g)20)
. 軸索
終末 は O N型双 極細胞 で は 内網状層 の 近位側(s ublamin ab)に
位置 し , O F F型双 極細胞 で は 内網状層 の 遠位側 (s ubla min
a) に位置す る21). よ っ て網膜の 構造 が保 たれて い るか ぎ り , 上
記の 基準 に よ り O N型双 極細胞と O F F型双 極細胞 を区別す る
こ と が で き る . しか し ネ コ の 双 極細胞 を単離 した後 で ほ ! 単離
され た双 極細胞ほ視細胞か らの 入力 を失うの で 光に応答 せず,
しかも軸索終末の 位置 に 関する情報も失わ れ る の で , O N塑双
極細胞 と O F F型双 極細胞 を形態学的 に 区別す る の は 困難 で
あ っ た . こ の 選択を 容易にする ため の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ C抗
体(pr otein kin a s eC a ntibody, P K C)を 用 い た識別法 で ほ杵体
双極細胞ほ P K Cに 対 し免疫反応を 示 し O N 塑細胞 で あ り ,
P K Cに 対 して 免疫反応 を示 さな い 双 極細胞 は錐体双 極細胞 で
O N型ま た は O F F型 で ある こ と が 示 された
22)23) が , O F F型
極細胸 の み を 選択す るの ほ 困難 で あ っ た .
本研究 に お い て 広範囲の 網膜 を酵素処理 し, 任意 の 双極細胞
の 膜電位を - 46m V に 固定 した 場合に ほ , 測定 した双 極細胞 の
うち 1 0恥M の 圧投与 され た グ ル タ ミ ソ 酸ナ トリ ウ ム 溶液 に 対
し内向き の 電流応答を 示 した双 極細胞が 3% あっ た . こ の 双極
細胞 は内向き電流応答を 示 さな か っ た 双 極細胸 と比 べ 大きな細
胞体と短 い 軸索を持 っ て い た . ネ コ の 錐体双 極細胞 ほ杵体 双極
細胞 に 比 べ 比較的大きな細胞体 と短 い 軸索 を持 つ も の が あ
る24 ト 26)の で , 本研究 で 調 べ た 大きな細胞体 と短い 軸索 を持 つ 双
極細胞 は錐体双極細胞であ ると 考えられ る .
暗黒状態 に お い て 視細胞よ り放出され た グ ル タ ミ ン 酸 は O N
型双極細胞 に お い て ほ そ の cG M P活性化チ ャ ネ ル を 閉 じ る こ
とに よ っ て O N型双 極細胞 の コ ン ダ ク タ ン ス を 減少 さ せ るの6)10)
逆 に O F F型 双 極細胞 で ほ そ の コ ン ダ ク タ ソ ス を 増 加 さ せ
る‖)13). すなわ ち グ ル タ ミ ン 酸 によ っ て コ ン ダ ク タ ン ス が 増大
す る 双 極細胞 は O F F塑 双 極細胞 であ る の で , 膜 電 位 を
- 46m V に 固定 して グ ル タ ミ ン 酸に対 し内向きの 電流応答 を示
した 双極細胞は O F F型双 極細胞 である と判断 した .
O F F型双 極細胞 の グ ル タ ミ ソ 酸に 対する感受性 は樹状突起
部に局在 して い た (図5). 同様 の 結果が ア メ リ カ サ ン シ ヨ ウ ウ
オ の O F F型双 極細胞にも得 られ て い る131 . ネ コ 錐体 双 棲細胞
の 樹状突起 は錐体 の 軸索終末部に 位置 して お り24)28〉, こ れ ら の
結果か ら O F F型双 極細胞は錐体の 光応答に よ る信号 を受 け る
の に適 して い る と考えられ る , また 他 の網膜内神経伝達物質 で
あ るグ リ シ ン と γ一 ア ミ ノ 酪酸に 関 し て ほ マ ウ ス の 双 極細胞 で
は 軸索終末が最も高 い 感受性を示す ことが 報告されて い る27).
グ ル タ ミ ソ 酸受容体ほ そ の 薬理 学的特性に よ っ てイ オ ン チ ャ
ネ ル 型受容体 と代謝型受容体に分類 され , さ らに イ オ ン チ ャ ネ
ル 塾受容体 は薬 理学的手法
28) と M g イ オ ン に よ る 電位依存
性29'3り こよ っ て NM DA 型と非-N M D A型に 分類 され て い る . 代
謝塾受容体 に は 6種類 の サ ブ タ イ プが 報告され て い る31). 多く




こ れ らの 受容体の 詳細 な生理的機能ほ解明さ れ て
い な い .
図 6 で示す よ う に O F F型双 極細胞の グル タ ミ ン 酸受容体ほ
カ イ ニ ン 酸 と A M P Aに よ っ て 活性化 さ れ , N M D A, A P B,
Asp お よ び 1 S, 3 R, - A C P Dで は活性化 され ず , O F F型双 極
細胞 の グ ル タ ミ ン 酸 応答 は C NQX に よ っ て 括 抗 さ れ ,
N M D A型受容体の 括抗薬 で ある A P-7 で ほ括 抗され なか っ た .
すな わ ち ネ コ 網膜 O F F型双 極細胞 の グ ル タ ミ ン 酸 受容体は
非-N M D A塾の み で 構成 され る こ と が判明 した .
こ れ ま で に ク ロ ー ニ ン グ され た 非-N M D A型 グ ル タ ミ ン 酸受
容体の うち 6番 目 に ク ロ ー ニ ン グ された も の ほ GluR6 と呼ば
れ35ト 37), そ の 一 部5) 珊 ほ直線的 な電圧 一 応答曲線 を示 し, そ の
チ ャ ネ ル の 1価陽イ オ ン に 対す る 2価陽イ オ ン の 透過性の 比が
0.47 である37). 本研究で求 め た O F F型双 極細胞の グ ル タ ミ ン
酸 に よ っ て 活 性化 さ れ る チ ャ ネ ル の 相 対的透過性 ほ PN.:
Pc. = 1:0.57で あ り, 上記 の0.47に 近似 して い る . したが っ て
O F F
.
塾 双極細胞 の グ ル タ ミ ン 酸受容体は GluR6の 可能性があ
る .
O F F型双 極細胞の グ ル タ ミ ソ 酸応答 は高濃度(≧10恥M ま
た は イ オ ン 電気泳動法 に よ る投与) の グル タ ミ ン 酸 に 対 し弱い
脱感作 を示 した ( 図7 A). キ ン ギ ョ の 水平細胞の 非-N M D A塑
グ ル タ ミ ン 酸応答 で は脱感作を 示 さな か っ た こ と が報告され て
お り
38)39)
, こ の こ と か ら O F F型 双 極細胸 と 水 平細胞 の
非-N M D A型 ダル ク ミ ソ 酸 受容体は異な る薬理 学的作用 を持 つ
可 能性が考 え られ た . 伝達物質 に 対する脱感作 ほ シ ナ プス 後細
胞に 対 し, 高い 周波数 の み を通す フ ィ ル タ ー の 作用 をする . キ
ン ギ ョ の O N型双 極細胞 と O F F塾双 極細胞 の 光応答を比較し
た 場合に O F F型双 極細胞 の 応答 が常 に 速く , か つ 一 過性で
あ っ た4). ネ コ 網膜 O F F塾 双極細胞 の 光刺激に 対する応答の 細
胞内誘導は技術的 に困 難で ある の で , キ ン ギ ョ の O F F型双 極
細胞の 樽陸
相1 を ネ コ の O F F型双 極細胞 の 脱感作を 示す特性 に
適用する な ら ば, 速くか つ 一 過性の 光応答は脱感作 を示 す特性
に よ っ て説 明で き る と考 え られ る .
結 論
若い ネ コ に お い て単離 した網膜 O F F塑双極細胞 の し グル タ
ミ ン 酸に 対す る電流応答を パ ッ チ ク ラ ン プ 法を用 い て研究し,
哺乳類の 網膜 に お ける視細胞か ら O F F型双極細胞 へ の 信号伝
達に 関 して以下 の 結果 を得た .
1 . 調 べ た1 1 9 6個 の 双 極細胞 の う ち1 1 9個 が 膜電位 を
- 46m V に 保持 した場合に グ ル タ ミ ン 酸 に 対 して 内向きの 電流
応答を生 じ, 応答 を生 じた 細胞は O F F型双 極細胞 の 形態学的
特徴を持 っ て い た .
2 . O F F型双極細胞の グル タ ミ ン 酸 に 対す る 応答 は ダル ク
ミ ソ 酸の 濃度に 依存 して増大 し , 1 00〃M の グ ル タ ミ ソ 酸で 応
答は飽和 し, そ れ 以上 の 浪度で は 脱感作 を示 した .
3 . O F F型双 極細胞 の ダル ク ミ ソ 酸に 対す る感受性 ほ細胞
の 各部位 の うち樹状突起部 で最も高か っ.た .
O F F型双極細胞 の グル タ ミ ン 酸応答
4 . 20FLM の カ イ ニ ン 酸と 1 00FLM の A M P Aほ グル タ ミ ソ 酸
を投与した 場合に 類似 した作用 を示 した . 100pM の A P B およ
び 1S, 3 R,
- A C P D は電流応答を惹起 しな か っ た . 100FLM の
Asp およ び N M D A ほ, 湾流液に グ リ シ ン を加 え Mg イ オ ン を
除去 して も , 電 流応答 を生 じな か っ た , 1〟M 以上 の C NQX は
グル タ ミ ン 酸の 作用 に 結抗 した . よ っ て O F F型双極細胞 の ダ
ル ク ミ ソ 酸受容体ほ N M D A塾や 代謝塑 で は な く , 非 - N M D A
型で ある こ と が 判明 した .
5 . グ ル タ ミ ソ 酸が 活性化する チ ャ ネ ル は ア ル カ リ 金属イ オ






お よ び Ca2
十
に 対 し
透過性 を 示 した . そ の 透 過性 の 比 は P机 : PK: P｡s: P｡｡ = 1:
0.94:l.32: 0.57で あ っ た .
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A bstra tt
L-gluta m ate-induced curre ntrespon se w as studiedin isolated off･typebipola rc ellsdissociatedfro mthe re tina ofyoung
adultc ats･ Bipolar Cels with m orphologicalcharaCteristicsfbroff-type ce11s we r e s elected･ Currentr espons esw er e re c orded
fro m these c ells by the patch clamp technique in the whole-C ellc onfigu ration･ In l 19 0ut Of l196screen ed samples
gluta m ateinduc ed anin w ardc urre nt(holding v oltage, -46 m V)･ Sensitivityto glutam ate w ashighesta tthe dendritic region
Ofthe ce11･ Kain ate and α -amin o-3-hydro xy-5- m ethyl-4-is o x azole propio nate(A M P A)w orked aspotentagonists･ Neither
2-amin o-4-phosphonobutyrate(A P B), し aspar ta te(Asp),(1S,3R)- トamino -CyClope ntane-1 ,3- dic a rboxylic acid(1S,3 R,
-A CPD), n O rN- m ethyl- D-a Spartate(N M DA)(al atl00匹M)w as efftctive evenin thepr es e n c e ofglycine andin Mg
2+
-&ee
SOlution･ T he gluta m ate-induc ed respo ns ew a s a n t agonized by 6-CyanO -7- nitroquin oxaline-2,3-dion e(CNQX)at the
C OnCentratio n ofl pM orhigher･ T he gluta m ate-a Ctivated chan nel w as aca tionic charn el with lo w selectivityto al kaline




and Ca2' w er epem e able thro ughthe gluta m ate-aCtivat ed chan nel. T he per m eabilityratio ofs ome
C atio ns w asPN a:PK: Pcs:Pca= 1:0･94:1･3 2:0･57･ T hesefindingssuggest o掛 type bipolar cellshave a n on -N M D Ar eceptor
Cha nnelperm eableto alkaline m etalionswithlo w sel ctivitybutdo n ot ha ve N M DA orm etabotropic receptors･
